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INTRODUCCION

La especie Staphylococcus aureus representa uno de los principales agentes
causales de enfermedades en el mundo, entre las que destacan la
intoxicacion alimentaria, la furunculosis, el sindrome del shock toxico (SST). la

ademas de colonizar con

septicemia, la neumonia y la osteomie
frecuencia los materiales plasticos utilizados en la prevencion y terapéutica,

tales como las sondas, canulas, catéteres y diversas protesis.

Adicionalmente, este microorganismo es uno de los mas importantes dentro
de los hospitales, en donde su peligrosidad se incrementa merced a su
marcada resistencia a la gran mayoria de los antibidticos. De hecho,
numerosas cepas solo resuitan susceptibles a la vancomicina, e inclusive,
algunas ya han desarrollado tolerancia hacia este antimicrobiano, 1o que sin
duda lo sitia como uno de los principales retos del equipo de salud en el

ambiente nosocomial.

Cabe destacar que la identificacion de esta especie en el laboratorio
permanece practicamente sin mayores cambios, ya que la prueba de la
coagulasa continua significandose como la mas confiable entre las de indote
microbiolégico; sin embargo, es indispensable incorporar acciones tendientes

a tipificar los aislamientos en los laboratorios clinicos, las cuales se basan en



el empleo de bacteridfagos. Ello permitira contar con la informacién necesaria
para el tratamiento empirico de las estafilococcias de mayor gravedad, en
tanto se realizan los aislamientos, las identificaciones y las cada vez mas

trascendentales pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos.

El presente trabajo describe las principales caracteristicas microbiologicas de
Staphylococcus aureus, las patologias mas relevantes que esta especie
provoca al humano y las alternativas terapéuticas con que se cuentan para su

tratamiento y posible erradicacion.



OBJETIVOS

Describir las principales caracteristicas microbiolégicas de 8. aureus,
subrayando los fundamentos de las pruebas que lo identifican con certeza y

las bases de su tipificacion en el laboratorio.

Senalar las enfermedades que los estafilococos coagulasa positiva ocasionan
al ser humano y los antibidticos con los que aquéllas se tratan mas

frecuentemente.

Mencionar las metodologias mas empleadas para diagnosticar las
enfermedades estafilocdccicas en el laboratorio y tipificar con bacteriofagos y

molecularmente las cepas implicadas.



I. CARACTERISTICAS GENERALES DE Staphylococcus aureus

i. Taxonomia

El género Staphylococcus es el de mayor importancia meédica dentro de la
familia Micrococcaceae y se constituye por cocos Gram positivos anaerobios
facultativos que forman racimos irregulares. EI nombre “estafilococo” proviene
del vocablo griego staphule = racimo de uvas y de coco = grano. Puesto que
la mayor parte de las cepas recién aisladas de lesiones suelen producir un
pigmento amarillo dorado, éstas reciben la denominacion de Staphylococcus
aureus para distinguirtas de los estafilococos me-nos virulentos, los cuales

cominmente dan lugar a colonias blancas (1).

Entre las mas de 20 especies de Staphylococcus, sOlo seis poseen una gran
importancia ciinica: S. aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus, S.

haemolyticus, S. schleiferiy S. lugdunensis (1).

ii. Caracteristicas microbiolégicas

Morfologia celular y colonial

La especie S. aureus se integra por células esféricas inmoviles de 0.8 a 1 um

de diametro, las cuales se dividen en tres planos para formar estructuras



semejantes a racimos de uvas. En ios extendidos de material purulento, los
cocos aparecen solos, en pares, cadenas cortas y racimos, pero estos ultimos
predominan claramente en las preparaciones provenientes de cultivos sdélidos

es decir, la formacion de cadenas se favorece en los medios liquidos (2, 3).

Los estafilococos desarrollan abundantemente en los medios comunes,
produciendo colonias grandes, convexas, lisas y brillantes, previa incubacion
durante 24 a 48 h. Por lo general, las colonias de S. aureus evidencian
pigmentos que varian desde el amarillo claro hasta naranja oscuro —lo cual se
debe a sustancias carotenoides— y suelen ser hemoliticas en las placas de

agar sangre(3. 4, 5).

Sin embargo, en microbiologia meédica, las cepas mas relevantes forman
colonias pequefias (formas G o enanas) en las placas inoculadas con material
procedente de tejidos infectados, las cuales pueden pasar inadvertidas o ser

confundidas con las originadas por estreptococos u otras bacterias

hemoliticas (3).

Ocasionalmente, se han logrado aislar algunas formas L asociadas a la
osteomielitis estafilocdccica; aparentemente, aquéllas provocan lesiones

cronicas y son capaces de desencadenar contagios extra e intrahospitalarios

3)



Cultivo

Los estafilococos son anaerobios facultativos pero, por obvio, su desarrollo es
mas abundante bajo condiciones aerobias; algunas cepas llegan a requerir
mayor tension de CO., aunque casi todas proliferan en un amplio espectro de
temperaturas, desde los 6.5 hasta 10s'46°C (con un &ptimo de 30 a 37°C)y.
en cuanto al pH, de 4.2 a 9.3 (con un 6ptimo de 7 a 7.5); sus requerimientos
nutricionales son complejos, pero desarrollan sin problemas en casi todos los
medios de rutina, incluidos el agar nutririvo y el agar tripticasa soya, aunque

es recomendable sembrar las muestras clinicas en agar sangre de carnero

(1.

En las placas de agar las colonias son lisas, opacas, redondas, convexas-
bajas, de 1 a 4 mm de diametro. La mayor parte de la cepas de S. aureus
producen colonias amarillo-doradas en el primer aislamiento. dicha coloracién
puede atribuirse a pigmentos carotenoides y fluctua desde el anaranjado

oscuro hasta el amarillo palido'(148).

A causa de esta variabilidad y de la dependencia de la produccion de
pigmento asociado a las condiciones del cultivo, la pigmentacion colonial no

representa un criterio valido para diferenciar a S. aureus de otras especies del

! Cabe mencionar que dicha pigmentacion se pierde con incubaciones muy prolongadas,
dando lugar a colonias traslucidas.



género; de cualquier manera, la produccién de pigmentos se hace mas
evidente cuando, existe previa incubacion de las placas de agar a 35°C

durante 24 h, y éstas se mantienen otro dia a temperatura ambiente (1).

En cuanto a las caracteristicas culturales se refiere, las colonias de S. aureus
suelen rodearse por una zona de hemédlisis en agar sangre, aunque ello solo
ocurre cuando se trata de cepas productoras de hemolisinas solubles. De
cualquier manera, otras especies estafilococcicas generan hemodlisis, razon

por la cual dicho fendmeno resulta insuficiente para establecer la presencia de

estafilococos dorados (148).

Cabe senatar que, generalmente, el aislamiento de S. aureus se intenta en
medios selectivos que contienen concentraciones relativamente elevadas de
NaClI? o una proporcién del 1% de telurito de potasio ya que, a diferencia de
muchos otros, este microorganismo puede desarrolilar en presencia de ambos
agentes inhibidores. En tal sentido, se emplean los agares S110 y manitol-
salado, entre los primeros, asi como el Baird Parker y Vogel Jhonson entre los
segundos. Los estafilococos no desarrollan en medios selectivos tales como

agar Mac Conkey y agar SS que contienen sales biliares (1, 6, 7, 8, 9, 10).

2 Es importante senalar que S. aureus puede crecer bien a concentraciones del 7-10% de
dicha sal, aunque algunas cepas lo hacen hasta en proporciones de hasta 20%



Pruebas de identificacion

En relacion con las pruebas que se realizan para distinguir entre estafilococos
y estreptococos, destaca la de la catalasa, de la cual se puede prescindir
cuando el analista se encuentra familiarizado con la morfologia coionial de
ambos géneros. e inclusive, como es menester, se han observado las
extensiones tefiidas al Gram de los cultivos correspondientes. Por otra parte,

también es conveniente diferenciar al género Staphylococcus del

Micrococcus, antes de proceder a identificar la especie del aislamiento (tabla

1) (6, 2).

Tabla 1. Principales pruebas destinadas a diferenciar a los géneros
Staphylococcus y Micrococcus (30,75).

Prueb | Staplyh us Micr
Producciéon de acido po
fermentacién de glucosa + -

en anaerobiosis.
Sensibilidad a lisostafina

| (200 ng/mL) Sensible R ite
Sensibilidad a eritromicina
(0.4 ng/mL) Resi ite Sensible

Finatmente, la subcliasificacidon en especies de importancia clinica dentro del
género Staphylococcus se realiza con base en la realizacion de pruebas tales

como las mencionadas en la tabla 2 (2, 6).



Tabla 2. Principales caracteristicas para diferenciar entre las especies de
Staphylococcus de interés clinico (2, 6).

Plgmento en las colomas
Produccion de acido por
fermentacion de manitol
Coagulasa
Hemodlisis

cia a novobiocina
Fosfatasa
Desoxirribonuc
Ureasa
Factor agiutinante
Termonucl
Lecitinasa
Ormitina DC

o M
VvV -

+{ -

'
]
1
LI

4| |+]

]
'
b
1t
+[+]1

tidl4idi<idfe] f4]4
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I
+
1

CLAVES: | = S. aureus: |l = S. epidermidis; | = S. saprophyticus; 1V = S.
haemolyticus; V = S. lugdunensis; V| = S. schleiferi; + = positivo; - = negativo;
v = variable: ( ) = reaccién tardia.

A continuacion se describen brevemente los fundamentos de las pruebas que

se realizan con mas frecuencia dentro de los laboratorios clinicos.

Prueba de la catalasa

La catalasa es una enzima que descompone al peréxido de hidrégeno (H205)

en oxigeno y agua. Quimicamente, se trata de una hemoproteina similar a 1a



hemogiobina que cuenta con cuatro atomos de hierro en su estado mas

e

oxidado (Fe ). La reaccion de la catalasa es la siguiente:

CATALASA
2 H20> —_——» 2HO0 . O

Cabe recordar que los estafilococos producen catalasa, la cual los diferencia
de los estreptococos (catalasa negativa). con la sencilla adicién de una
pequeiia cantidad del sustrato a una asada del cultivo analizado; los
microorganismos productores originaran la efervescencia del sustrato, debido

a la liberacion del oxigeno molecular (8).

Fermentacion del manitol

S. aureus fermenta al manitol, fenémeno que se manifiesta facilmente en
medios tales como el agar manitot salado, que contiene manito! al 1%, NacCl al

7.5%., rojo de fenol y peptonas (10, 11).

En general, la fermentacion de carbohidratos se pone de manifiesto en
medios liquidos o solidos que contienen al aztcar en turno, peptonas, macro y
micronutrimentos y, desde luego, un indicador acido-base, que suele
seleccionarse entre (el plarpura de bromocresol, rojo de fenol, azul de

bromotimol, rojo de cresol o rojo neutro). Los primeros cuatro viran a amarillo

en condiciones acidas y, el quinto, a rosa intenso; las bacterias no



fermentadoras del carbohidrato provocaran condiciones alcalinas asociadas a

la utilizacion de las peptonas como su fuente de carbono y los vires seran

diferentes (6).

Prueba de la coagulasa

La coagulasa es una proteina de composicién quimica desconocida, que es
capaz de resistir temperaturas de hasta 60°C por 30 minutos; esta enzima
posee una actividad similar a la protrombina, por lo que convierte al
ﬁbrinégenb en fibrina, esto Gitimo aun en presencia de anticoagulantes tales

como oxalato, citrato, EDTA o heparina.

Dicho proceso alterno de coagulacion requiere de un componente del plasma
denominado “factor reactivo de ia coagulasa™ (FRC), por lo cual el ensayo
debe efectuarse agregando dicho fluido organico a los cultivos liquidos del

microorganismo, en donde éste ha liberado a la exoenzima durante 24 h.

E! diagrama 1 compara al proceso de coagulacion que ocurre en el organismo
humano (bajo condiciones fisiolGgicas), con el mediado por la coagulasa

estafilococcica.

11



TROMBOPLASTINA

ca?*
PROTROMBINA » TROMBINA
conversion

FIBRINOGENO ————  —» FIBRINA
conve‘yrsién

LCOAGULASA + FRC—— » COAGULASA - FRC

Diagrama 1. Ultimos pasos asociados a la coagulacion del plasma por
factores inherentes al organismo humano y su relacién con el proceso
desencadenado por la coagulasa de S. aureus (10, 11).

E! diagrama 1 muestra que, mientras en el organismo humano se necesita de
cationes Ca?" para que se forme trombina (la proteina que cataliza la

conversién del fibrindogeno en fibrina), la coagulasa estafilocdccica no requiere

de la participacion de dicho metal, sino la del FRC plasmatico.

Por otro lado, si bien la prueba de la coagulasa se realiza en dos formas
dentro del laboratorio: en tubo y en portaobjetos, esta uitima variante no pone
en evidencia a la coagulasa (una exoenzima clasica), sino al factor aglutinante

(ligado a la superficie microbiana) (10).

La prueba se considera positiva cuando se detecta cualquier grado de

coagulacion visible en el tubo de ensayo, lo cual debe efectuarse tomando

12



lecturas durante las primeras 4 h de incubacidon a intervalos de 30 a 60
minutos, ya que la elaboracion de fibrinolisinas microbianas podrian originar
“resultados falsos negativos”; si durante las primeras 4 h no se ha evidenciado
una reaccién positiva, la lectura definitiva se lleva a cabo 18 h después, ya
que algunas cepas sintetizan menores cantidades de la enzima y pueden

tardar mas tiempo en transformar al fibrinégeno en fibrina.

El sustrato mas recomendado para realizar la prueba es el plasma de conejo

con EDTA (10, 11).

Prueba del factor aglutinante

El factor agliutinante —antes conocido como coagulasa “ligada™ debe su
nombre a que, al actuar sobre el plasma, en pocos segundos se forrman redes
de fibrina que semejan a los grumos caracteristicos de las reacciones de

aglutinacion que se verifican en placa.

La prueba se realiza en un portaobjetos, en el que se coloca una gota de
plasma sobre el que después se suspende una asada de la colonia analizada
o el sedimento de un cultivo liquido de 24 h. El factor aglutinante reacciona

directamente con el fibrindgeno det plasma (10, 11).

13



Pruebas adicionales o complementarias

Prueba de la desoxirribonucleasa

Debido a que algunas cepas de S. aureus llegan a producir reacciones de
coagulasa equivocas, resulta de utilidad incorporar aigunas otras pruebas

complementarias que correlacionan con aquélla.

En tal sentido, la de la DNAasa se efectia sembrando densamente al
microorganismo en el medio para DNAasa; después de una incubacién de 24
a 48 h, se adicionan sobre la superficie del agar varias gotas de colorante
metacroématico azul de toluidina O, el cual virara del azul intenso hacia el rosa
en las zonas en que el DNA fue hidrolizado. La mayor parte de las cepas de
S. aureus resultan positivas, lo cual no sucede cuando se trata de las

especies S. epidermidis y S. saprophyticus (6, 11).

Prueba de la nucl a ter

Dado que dos complejos enzimaticos bacterianos degradan el DNA: la DNAsa
termolabil y la DNAsa termoestable, frecuentemente es preciso diferenciar
entre ambas variantes, ya que la primera también es producida por algunas

otras especies de Staphylococcus (S. aureus produce las dos).

14



La prueba de la termonucleasa se lleva a cabo como la de la DNAsa pero,

antes de sembrar al microorganismo en el medio, se le expone a temperaturas

de 90-100°C durante 15 min (11).

Prueba de la fosfatasa alcalina

El ensayo se lleva a cabo sembrando a la bacteria analizada en agar nutritivo
adicionado de 1 % de fosfato de fenolftaleina, sustrato de la enzima; previas
24 h de incubacion, la eventual hidrélisis del sustrato se revela exponiendo la
placa abierta a vapores de NH4OH, los cuales pondran de manifiesto a la
fenolftaleina libre, con base en su vire hacia la coloracion rosa clasica de esta

daltima en condiciones alcalinas (6).

Prueba de la lecitinasa

La lecitina o yema de huevo, es un fosfolipido que representa el sustrato
sobre el cual actua ia lecitinasa. Esta prueba es la mas utilizada en el analisis
microbioldgico de diversos alimentos y consiste en inocular al microorganismo
sospechoso en el medio Baird Parker, el cual contiene K;TeO; y, sobre todo,
yema de huevo, que fe confiere una turbiedad evidente; previa incubacion de
24 h, dicha turbiedad desaparece alrededor de las colonias negras (reductoras

del telurito), si es que también son lecitinasa positiva (6, 11).

5



Metabolismo

Los estafilococos obtienen su energia a través de sus procesos respiratorio y
fermentativo, llevando a cabo las vias de ta glucdlisis y de las pentosas fosfato
o del ciclo de! acido citrico. La capacidad del microorganismo para subsistir en
condiciones de alto y bajo potencial de oxido-reduccidon le representa una
ventaja obvia para competir por su supervivencia en las superficies mucosas
que contienen una microflora mixta. Asi mismo, utiliza una amplia gama de
carbohidratos produciendo acido aceético y bidxido de carbono en condiciones

aerobias, o bien, acido lactico y acetoina en ambientes anaerobios (1, 12,

13).

. Habitat

S. aureus forma parte de la flora habitual de los humanos, lo que provoca que
numerosas personas sean portadoras asintomaticas de este microorganismo

y funjan como fuente de infeccién para si mismos y para otros individuos (3).

Si bien el microorganismo puede colonizar las vias respiratorias altas, su
presencia es mas comuln en las fosas nasales anteriores; de esta manera y
bajo ciertas circunstancias, se puede manifestarse como patégeno,
particularmente cuando la flora microbiana es eliminada al consumirse
antibioticos. Asi mismo, rara vez se establece en la vagina (uno de los
factores desencadenantes det SST) y, mas frecuentemente, en el cabello y en

la piel de la cara, axilas, perineo, ombligo y manos (2, 3, 5, 8).

16



iv. Diseminacién entre la poblaciéon

Se estima que entre el 20 y 75 % de las personas albergan a S. aureus en
diversos lapsos de su vida; a este respecto, los individuos pueden dividirse en
portadores persistentes (cuando lo portan durante periodos prolongados),
portadores ocasionales (los que son colonizados en forma esporadica),
portadores transitorios o intermitentes (cuando contienen alguna clona y
después a otra) y, finaimente, no portadores (cuando nunca © en muy raras

ocasiones portan cepas virulentas) (3).

Aunque varios factores influyen para mantener la condicion de portador, el
mas importante consiste en el estado inmunitario del hospedero: si éste es
muy eficiente elimina con mayor facilidad a los estafilococos sin dar tugar a los

portadores persistentes (2).

S. aureus se disemina de varias maneras, incluidos los estornudos que
promueven la contaminacion del aire y de los objetos de las habitaciones,
mismos vehiculos que trasladan al microorganismo hacia otros individuos

susceptibles (3, 14).

El contacto directo también opera como via de diseminacién: por. ejemplo, un
portador asintomatico puede contaminar su propia piel y ropa los estafilococos

que habitan en sus fosas nasales anteriores (2, 8).

17



El propio personal hospitalario se encuentra en inmejorable posicion para
" transmitir la bacteria a sus pacientes. De hecho, los neonatos y enfermos
suelen adquirirla a partir de las manos de las enfermeras que los atienden,
implicando a tas vias respiratorias altas y a la piel en unas cuantas horas; en
algunos casos, aparecen patologias tales como impeétigo, conjuntivitis,

infeccion del corddn umbilical, e inclusive, neumonia y septicemia (3, 8, 15).

Finalmente, los pafales, sabanas y cobijas también constituyen probables
focos de infeccion pero, sin lugar a dudas, las manos del personal medico

fungen como las principales fuentes de infeccién dentro del ambiente

intrahospitalario (3).

v. Estructura antigénica

La estructura de S. auerus es compleja y presenta un importante contenido de
antigenos implicados en sus mecanismos patogénicos (1. 6). En la capa mas
externa se localiza la capsula. de la cual carece un considerable de cepas
clinicas. A continuacion, se ubica la pared celular, que funge como la porcién
que le confiere forma y estabilidad a la célula microbiana, y esta conformada
por el peptidoglicano y numerosos acidos teicoicos especificos para cada

especie, algunos de los cuales se unen a la membrana celular (figura 1).

18
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:
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s | R,

Figura 1.- Modelo de la pared celular Gram positiva de S. aureus.

5
CLAVES: fosfolipidos, ? glucolipidos, = acidos lipoteicoicos,

% acidos teicoicos.

En la pared celular también se encuentran la proteina A, el factor de
agregacion, polisacaridos y receptores proteicos vy, finalmente, la capa mas

interna corresponde a la membrana citoplasmica. ta figura 2 muestra la

estructura antigénica del microorganismo.
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Figura 2. Estructura antigénica de Staphylococcus aureus.

Debido a ta importancia de la estructura estafilocéccica en el proceso de

reconocimiento inmune y en cuanto a su papel como factor de virulencia, a
continuacion se describen algunos aspectos relacionados con los

componentes principales de este microorganismo.

Capsula

Como en muchos otros microorganismos, la capsula de S. aureus representa
un importante factor de virulencia que promueve la evasion deil sistema
inmune de! hospedero. Mas del 90% de los cuiltivos clinicos estafilocodccicos
producen polisacaridos capsulares, clasificados en 11 serotipos y en dos

grupos, en este dltimo caso, con base en la morfologia coionial a la que dan

origen (14).
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Las capsulas de tipo mucoide incluyen a ios serotipos 1 y 2 y confieren esta
caracteristica a las colonias; por su parte, las microcapsutlas abarcan a los
serotipos 3 al 11 y, dado que son muy delgadas, las colonias de las cepas que
las contienen no son mucoides. Cabe mencionar que el serotipo 2 fué el

primero en ser caracterizado y que, a la fecha, también se conocen el 1,5y 8

(14, 16, 17, 18).

La expresion de la capsula se ve ligeramente afectada por ciertos factores
ambientales, e inclusive, las de tipo mucoide son inestables tanto in vitro como
in vivo (18). Al parecer, el material_ capsular influye en la velocidad de
reproduccion: mientras las cepas no mucoides se dividen con una frecuencia
de 10™ a 37°C y entre 102 a 3.8 x 10! a 43°C, las del tipo 2 o hacen a la de

102 a 37°C 6 44°C (14, 20).

Los estudios experimentales en animales han demostrado que pueden ocurrir
cambios fenotipicos entre las cepas mucoides y no mucoides: al inyectarse
intraperitonealmente en ratones, los microorganismos recuperados de los
lavados intraperitoneales dan lugar a colonias mucoides (21); esto mismo se
observa en todos los estafilococos que son aislados a partir del higado de
raton, 10 dias después de la inoculacidn. Sin embargo, cuando los

microorganismos se recuperan por el dia 24, no todas las colonias son

mucoides (17).



Por otra parte, la produccién de capsula tipo 5 aumenta en condiciones
aerobias y disminuye a pH alcalino o en presencia de extracto de levadura
(17. 22). Asi mismo, los cultivos de S. aureus asociados a mastitis bovina

incrementan la sintesis de polisacarido capsular en presencia de leche (23).

Pared celular

En la época de los 40s y cercana a los 50s se empezd a reconocer la
importancia de la pared celular como un componente anatomico trascendental
en S. aureus y otras bacterias Gram positivas. Uno de los primeros hallazgos
consistid en la extraccion de esta estructura como una entidad fisica que

presenta un tamario y forma independiente (37).

Entre 1960 y 18970 se descubrid el modo de accion de numeroso antibidticos
que actdan a nivel de la biosintesis de la pared celular, tal como lo hacen la

penicilina y otras 3-lactaminas (14).

Durante mucho tiempo, bioquimicos y microbidlogos consideraron a la pared
como un exoesqueleto cuya funcion Onica era la de retener la presion del
citoplasma; pero, ahora se ha comprobado que ila polimerizacion a la que esta
sujeta permite la formacién de una capa interna naciente que se desplaza
hacia la capa mas externa hasta adquirir el estado maduro; ciertamente, dicho

proceso es aplicable para bacterias Gram positivas y Gram negativas (14).



Desde luego, esta clase de observaciones se han logrado mediante nuevas
técnicas analiticas de alta resoluciéon (por ejemplo, cromatografia liquida de
alta presion [HPLC] y espectrometria de masas) (9. 24) y han permitido
encontrar que la pared celular representa un organelo con multiples funciones:
se asocia intimamente a la respuesta inmunitaria det hospedero, aporta sitios
de enlace covalente para proteinas de superficie del hospedero, se relaciona

con la resistencia a los antibidticos p-lactamicos y glucopeptidicos, etc. (14).

Peptidoglucano

Es un polimero de polisacaridos compuesto por cadenas de los acidos N-
acetilmuramico y N-acetilglucosamina, en el primero de los cuales se enlazan
perpendicularmente los pentapéptidos que mantienen unida a una cadena con
su paralela siguiente. A su vez, cada elemento del pentapéptido esta unido
por puentes que se establecen entre el residuo L-lisina de una cadena y el D-

alanina de la siguiente. En el caso de S. aureus, ese puente es de

pentagilicina (6).

Las peptidoglicano-hidrolasas participan en procesos biolégicos tales como {a
sintesis de la pared celular, el crecimiento y division bacterianos, la

separacion de las ceélulas hijas, asi como en el reciclaje y la regeneracion del

propio peptidoglicano (25).
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Acidos teicoicos

Son polimeros de fosfato de glicerol y ribitol, unidos covalentemente al
peptidoglicano y a los lipidos de la membrana celular. En algunos procesos
infecciosos se elaboran anticuerpos frente a ellos, o que propone su

importancia como factores de virulencia (6).

Algunas otras estructuras antigénicas

Proteina A

Es una proteina de 42Kda que se encuentra unida en forma covalente al
peptidoglucano y es capaz de fungir como receptor de la regiéon Fc de las
inmunoglobulinas G (IgG) humanas, asi como de adsorber péptidos del

complemento (30).

Factor de agregacion

Se localiza en la superficie externa de las células de S. aureus y actua como

receptor del fibrindbgeno, al cual activa mediante una reaccion enzimatica

directa (6).
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1I. IMPORTANCIA CLINICA DE S. aureus

Si bien el 2 al 40 % de los adultos es portador nasal de S. aureus y el 10 %
de las mujeres lo albergan en la vagina, resulta interesante que algunos
grupos de la poblacion son aun mas propensos a ser colonizados por dicho
microorganismo; por ejemplo, el personal sanitario, los diabéticos, los
pacientes con hemodialisis y los adictos a drogas administradas por via

endovenosa (30,56).

Entre las infecciones ocasionadas por S. aureus, las mas frecuentes son las
que afectan a la piel, destacando la celulitis, las pustulas, los furanculos, el
carbunco y el impétigo. Este -agente causal también es responsable de
procesos mas graves, tales como la bacteremia, endocarditis, meningitis,
neumonia y osteomielitis, que aparecen cuando el microorganismo penetra a

través de las heridas cutaneas y se disemina hacia otros 6rganos (6, 8).

Otros padecimientos estafilocSecicos son provocados por toxinas e incluyen al
Sindrome del Shock Toxico (SST), la intoxicacion alimentaria debida a ia

ingestidon de enterotoxinas y el Sindrome Estafilocéccico de la Piel Escaldada

(SEPE) (6. 8).
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i. Patogenia

En generat, S. aureus sélo origina infecciones cuando las condiciones

tisulares resultan oportunas para su muitiplicacion (5).

De hecho, la agresividad latente del microorganismo Gnicamente se manifiesta
si la barrera cutanea o mucosa pierde su integridad en respuesta a algun
traumatismo; asi, las células microbianas acceden a los tejidos subyacentes,
generando un absceso local caracteristico, constituido por tejido necrético,
fibrina y un gran nuamero de leucocitos polimorfonucleares (PMNs); una vez
que S. aureus logra alcanzar el torrente sanguineo, puede liegar a generar

enfermedades graves diseminadas (2, 3).

Ciertamente, una vez iniciada la infeccion, la patogenia de las enfermedades
estafilocodccicas es extremadamente compleja, debido a la participacion de

numerosas toxinas, enzimas y elementos estructurales (5, 26).

Por lo que respecta a los principales factores que predisponen a la adquisicion
de enfermedades ocasionadas por este microorganismo, destacan los

siguientes (11):

» Lesiones de la piel normal: erosiones y heridas traumaticas, incisiones
quirdrgicas, quemaduras, enfermedades cutaneas primarias.

e Afecciones virales previas: influenza, sarampion, etc.
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Alteraciones asociadas a leucocitos: leucopenia congénita o adquirida,

uso de medicamentos inmunosupresores, defectos que inciden en los

procesos fagocitarios (Quimiotaxis, opsonizacion, muerte bacteriana
intracelular, etc.).

e Deficiencias en la inmunidad humoral.

Instalacion de cuerpos extrafios en el organismo: catéteres o sondas

intravenosos, suturas o protesis valvulares cardiacas.

Administracion de antibidticos ineficaces contra el agente causal

(buscando efectos profilacticos o terapeéuticos).

Enfermedades debilitantes: diabetes, alcoholismo, disfuncién de arterias

coronarias, tumores malignos, uremia, SIDA, etc.

ii. Patologia

1. Lesiones cutianeas

Furunculosis

El furanculo es una lesidn superficial de la piel que se origina en los foliculos
pilosos, e inclusive, las glandulas sebaceas y sudoriparas. El bloqueo del
conducto glandular favorece que el proceso se extienda al tejido subcutaneo
apareciendo lesiones supurativas; en general, este tipo de lesiones suelen

aparecer como una complicacion del acné (5, 27).
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Las foliculitis se relacionan con un escaso dolor aunque, a medida que la
infecciéon penetra los tejidos subcutaneos, surge una clara hipersensibilidad a
la patpacion. La mayoria de los furinculos evolucionan en 3 a 5 dias y drenan
de manera espontanea, aliviando el dolor y dando inicio a la curacion; las

lesiones satélites y secundarias son consecuencia de autoinoculaciones (1, 2,

5).

Algunos individuos experimentan una furunculosis cronica cuya duracion varia

de meses a afos y, exciluyendo al acné, no existe una enfermedad

predisponente (5).

Carbunco

El carbunco es similar a la furunculosis, pero e! primero se asocia a focos
multiples y se extiende hasta las capas mas profundas del tejido fibroso.
Ademas, parece estar limitado al cuello y a la parte superior de la espalda, en
donde la piel es elastica y mas gruesa, aunque puede afectar otras regiones
anatdmicas. Esta enfermedad se caracteriza por el desarrolio de un crater
necroético central, el cual supura debido a la degranulacidn progresiva, pero
desarrolla una escara violacea hipertréfica y el paciente presenta fiebre. Estas
lesiones suelen ser de caracter serio. ya que el microarganismo puede invadir

el torrente sanguineo y generar una bacteremia (1, 2, 5).
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Impétigo

En el recién nacido, las pustulas impetiginosas son las manifestaciones
cutaneas estafilocdoccicas mas frecuentes, aunque esta enfermedad también

es comun en los nifios pequefios, a quienes afecta mas a menudo alrededor

de la nariz (1).

El impétigo es muy contagioso y., cuando aparece en alguna guarderia o
escuela, se disemina en forma epidémica. Las cepas que mas intervienen son
las del tipo fagico 71 y la afeccidn se caracteriza por la formacién de pustulas
con costras sobre las capas superficiales de la piel; al eliminarse las costras

queda expuesta una superficie desnuda humeda y rojiza (1, 5, 27).

Paroniquia

Esta representa otro padecimiento comun por S. aureus, afecta al tejido
biando que rodea a las ufias y se atribuye a autoinfecciones o a alguna fuente

externa (5).
Endoftalmitis

Es una enfermedad que frecuentemente resulta de alguna infeccion en el
interior del ojo destacando, entre sus agentes etiologicos, los patdogenos
extracelulares tales como B. cereus, E. faecalis y S. aureus. El curso de la

endoftalmitis bacteriana varia ampliamente, dependiendo del microorganismo
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involucrado. La electro-retinografia y los estudios histologicos han revelado
que las toxinas, la localizacion intraocular de la bacteria y la respuesta del
hospedero, facilitan el establecimiento de cualquiera de los tres patdégenos

sefialados en la regidon intraocular (28).

2. Lesiones profundas

Osteomielitis

Esta enfermedad se observa principalmente en varones menores de doce
afios y. en casi la totalidad de los casos, es el resultado de la diseminacion
hematogena a partir de algun foco primario, por lo general asociados a

furdnculos (1, 27).

La osteomielitis estafilocéccica secundaria se asocia a heridas penetrantes o
quirirgicas y es mas frecuente en pacientes con diabetes mellitus o
enfermedad vascular periférica. Dos formas cada vez mas comunes del
padecimiento son la osteomielitis vertebral, que se observa en adultos (en
especial a los adictos a drogas de administracion intravenosa) vy, la

osteomielitis clavicular, una complicacion del uso de catetéres en la vena

subclavia (1, 2).
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S. aureus es causa de la mayor parte de los casos de osteomielitis primaria,
debido probablemente a que la circulacion arterial del area se compone de

capilares arteriales terminales (5).

A medida que la patologia progresa, el microorganismo se va localizando en
la diafisis de los huesos largos., y el pus se acumula y emerge hacia la
superficie del hueso, lo que eleva el periostio y produce un absceso
subperiostico. Los sintomas clinicos de la osteomielitis aguda incluyen fiebre,
escalofrios, dolor sobre el hueso y espasmo muscular alrededor del area
comprometida. Cuando la infeccion se produce cerca de una articulacion, una
de las complicaciones comunes consiste en la pioartrosis estafilococcica

(75.116,148).

Pioartrosis

Aproximadamente el 50 % de los casos de artritis bacteriana es ocasionado
por S. aureus, especialmente cuando se trata de pacientes con artritis
reumatoide tratados con corticosteroides. La afeccion suele ocurrir después
de cirugias ortopédicas, junto con una osteomielitis e infecciones locales de la
piel, o bien, como resultado de la inoculacion directa del estafilococo dentro de

la articulacion durante las inyecciones intraarticulares (2, 27).

Cabe mencionar que en la pioartrosis estafilococcica se destruye la

articulaciéon produciendo deformidades articulares permanentes (5).



Bacteremia y endocarditis

La bacteriemia puede aparecer como consecuencia de cualquier infeccion
estafilocdccica localizada: el 50 % de ellas se adquiere en el hospital y el resto
siempre tiene relacion con individuos que padecen alguna otra enfermedad
predisponente: diabetes mellitus, enfermedades cardiovasculares,

alteraciones granulociticas o deficiencia inmunolégica (5).

A pesar del tratamiento antibiético apropiado, la endocarditis por S. aureus
muestra una elevada mortalidad, la cual varia entre 40 y 80 %, dependiendo
del problema médico subyacente, la edad del paciente y la resistencia de la

cepa implicada a !a penicilina (1).

La piel y los tractos respiratorio y genitourinario representan los focos
principales de ambos padecimientos, aunque también los cuerpos extranos,
tales como las prétesis intravasculares y los catéteres plasticos intravenosos,
constituyen un elemento propicio para su origen; asi mismo, los drogadictos
conforman un grupo de alto riesgo para la deteccidn de bacteriemia por S.

aureus entre la comunidad (5).

Los signos y sintomas incluyen fiebre, escalofrios y toxicidad sistémica;

ademas, la endocarditis representa una complicacién habitual, la cual casi
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siempre es aguda y maligna, con la destrucciéon de tas valvulas cardiacas en

unos pocos dias (5).

Neumonia

Mundialmente, se estima que la neumonia mata a 4 de los 14 millones de

nifilos menores de 5§ afos que mueren cada ano (29).

En este sgntido. la neumonia estafilocdécica muestra tasas de mortalidad de
" hasta 50 %. aunque su frecuencia es relativamente rara, excepto durante los
periodos epidémicos de influenza. Al parecer, los menores de un afio de edad
son las personas mas susceptibles, ya que representan aproximadamente el
75 % del total de casos. Sin embargo, la neumonia estafilocdccica primaria se
observa mas a menudo en pacientes con defensas deterioradas: nifios con
fibrosis quistica o sarampion, pacientes debilitados o con influenza e
individuos hospitalizados tratados con antimicrobianos, esteroides,

quimioterapéuticos anticancerosos o inmunodepresores (2, 29).

Los agentes causales del padecimiento varian dependiendo de la edad, pero
también de las estaciones del afio, el estado inmunitario del individuo, el
estado nutricional y el estrato socicecondmico. En los Gitimos afos, el
padecimiento ha sumado a los adictos a la heroina con endocarditis y, de

manera notable, a adolescentes y adultos jovenes (2, 29).
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El estafilococo llega a los pulmones por via aérea, para provocar ta neumonia
primaria; por su parte, la neumonia secundaria o neumonia hematogena tiene

su origen en tejidos infectados distantes (29).

El periodo de incubacion de las neumonias primarias flucta entre 1 y 7 dias,
segun la movilidad ciliar, el moco, la integridad de la mucosa epitelial
respiratoria, la concentracion de IgA  secretoria. la cantidad de
inmunoglobulinas y fa participacion de los PMNs y los macrofagos

pulmonares, alveolares y pleurales (29, 30).

La formacion de mulitiples abscesos en los pulmones representa una de las
principales manifestaciones de la neumonia estafilococcica, aunque aquélia

suele ser irregular y focal (29).

Sus signos clinicos mas relevantes incluyen fiebre, anorexia, vomito, mal
estado general y sindrome de insuficiencia respiratoria (disnea, polipnea,
aleteo nasal y cianosis), asi como una tos seca o humeda. Cabe mencionar
que la intensidad de las manifestaciones varia de acuerdo con la gravedad y

que, en el recién nacido, a menudo no hay fiebre (sino hipotermia) ni tos.
Por otro lado, las complicaciones frecuentes de la neumonia abarcan

insuficiencia cardiaca, septicemia, abscesos —pulmonares, obstruccion

neumoénica con atelectesia y enfisema, ruptura alveolar y desequilibrio
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hidroelectrolitico, los cuales originan acidosis respiratoria y acidosis mixta

(29).

Durante las etapas tempranas de la enfermedad, los pacientes presentan
dolor en el pecho, fiebre, aliento muy corto y signos de infusiones pleurales;
por lo regular, el diagnéstico requiere de la toraxocentesis y la terapia
oportuna casi siempre obliga a la intubacién pectoral o a ila intervencion

quirargica (29).

S. awreus continida siendo una causa comin de enfisema asociado a
infecciones en el espacio pleural; tal es el caso del enfisema agudo, una
consecuencia de la neumonia, de abscesos pulmonares o de aiguna

enfermedad hematdgena (29).

Infecciones metastasicas

Otra de las clasicas consecuencias de la bacteremia estafilocdccica consiste
en la aparicion de abscesos metastasicos en ta piel, {os tejidos subcutaneos
y/o los pulmones, si bien no son raros los que se sitian en los rifiones, el

cerebro y la médula espinal (1, 27).
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Infecciones postquirargicas

S. aureus es |la causa mas comun de infecciones adquiridas en las salas de
operacion. Estas aparecen mas frecuentemente entre los 7 y 10 dias
posteriores a la cirugia, aunque se acepta como su rango general et de 2 a 30
dias. Légicamente, ese lapso esta influenciado por factores tales como la
administracion profilactica de agentes antimicrobianos, sumada a las dosis y
a la duracion del régimen terapéutico, asi como por los procedimientos
quirurgicos, el grado de contaminacidn microbioldgica en el quirdfano, la

duracién de 1a operacion y la susceptibilidad intrinseca del paciente (2, 5, 14).

Evidentemente, también gravita la implantacion de prétesis, canulas, sondas y
catéteres, por lo que su tratamiento incluye la remocion del biomaterial y |a

administracion del antimicrobiano adecuado (14).

Infeccién de tejidos quemados

Si bien la infeccion representa un factor agravante en cualquier procedimiento
quirargico, aquélla resulta aun mas riesgosa cuando el paciente ha

experimentado quemaduras (26).

De hecho. la septicemia es una complicacion frecuente en los enfermos
quemados tratados con soluciones intravasculares, transductores, sondas

endovenosas o catéteres para control continuo (26).
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El individuo que ha experimentado quemaduras presenta complicaciones
sépticas, ya que aquéllas originan inmunosupresion asociada a la accion de
toxinas, a bajas considerables en I1gG, IgM y complemento, e inclusive. a

liberacion de PGE:, la cual interfiere la respuesta inmune celular (26).

Asi, las bacterias proliferan libremente, alcanzando niveles mayores de 10°

UFC por gramo de tejido, lo que permiten su migracion a través de los tejidos.

Entre los signos locales de infeccién estafilocdccica en los tejidos quemados,

destacan los siguientes (26):

e Areas de coloracién focal negra o café oscura.

e Desprendimiento de la escara.

e Coloracién purpurea y edema de la piel que rodea a la herida.
e Presencia de ectima gangrenoso.

e Apariencia piociandtica del tejido inferior a la escara.

» Decoloracion hemorragica del tejido subcutaneo.

+ Formacion de abscesos debajo de la escara.
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3. Enfermedades causadas por toxinas estafilocéccicas

Sindrome estafilocdccico de la piel escaldada (SEPE)

Este afecta sobre todo a neonatos y a menores de 4 o 5 afos, es
relativamente rara en adultos, exceptuando a los pacientes con compromiso
inmunoldgico. lo que sugiere la presencia de anticuerpos neutralizantes en la

mayor parte de la poblacion (5).

El SEPE es originado por cepas de S. aureus que sintetizan y liberan
exotoxina epidermolitica, también conocida como exfoliatina; ademas, se trata
de un sindrome que comprende tres entidades clinicas diferentes aunque
relacionadas estrechamente, en donde suelen afectarse primero la cara, las

axilas y las ingles: (2, 5, 27)

1. La dermatitis exfoliativa generalizada es la forma mas severa, se
caracteriza por la presencia de un eritema generalizado doloroso y una
espectacular descamacion ampoliar en areas extensas de la piel;

inclusive, el foco de infeccion puede ubicarse en zonas relativamente

distantes.

2. El impétigo ampollar, que corresponde a una forma localizada del

sindrome, ya que la infeccion ocurre en el mismo sitio lesionado.
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3. La escarlatina estafilocdccica, es una forma leve pero generalizada del
sindrome, con un cuadro clinico similar al de la escaratina
estreptocdccica; el foco habitual corresponde a una lesion localizada, a

partir de {a cual es posible aislar estafilococos.

Intoxicacion alimentaria

Esta afeccion es la forma mas comun de las intoxicaciones alimentarias
asociadas a bacterias y se adquiere al ingerir alimentos que contienen
enterotoxinas preformadas, los cuales se han contaminado previamente con
las manos del personal que los transporta o manipula. Los alimentos
implicados mas comunes son fos ricos en carbohidratos, aunque también

actian como fuente de la enfermedad los que contienen altas concentraciones

de proteinas (5, 31, 32).

Los alimentos contaminados con enterotoxinas estafilococcicas (SEs) son
totalmente normales en cuanto a su olor, apariencia y sabor; aquéllas se
producen en concentraciones suficientes a partir de las 4 a 6 h, a temperatura
ambiente; de hecho, cuando el producto no se refrigera, el microorganismo
alcanza cifras de 10° UFC/g. Ademas, las toxinas de S. aureus muestran
cierta resistencia al calor, lo que garantiza la persistencia de su toxicidad aun

cuando el alimento sea calentado hasta ebullicion (5, 13).
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Los sintomas aparecen en forma abrupta 2 a 6 h después de la ingestion,
destacando los codlicos severos, dolor abdominal, nauseas, vomito, diarrea,
sudoracion y cefalea; la fiebre es rara y la recuperacion rapida, por lo que las
molestias ceden dentro de las 6 a las 24 h posteriores a su inicio, excepto en

los ancianos o en quienes padecen otras afecciones (5).

Sindrome del Shock Téxico (SST)

Se trata de una enfermedad multisistémica que afecta principalmente a
mujeres jovenes que emplean tampones superabsorbentes durante la
menstruacion; sin embargo, también pueden padecerio las mujeres que no
estan menstruando, los nifios y los jovenes, ya sea que hayan sido
intervenidos quirdrgicamente en la nariz, o bien, que presenten furinculos o

heridas contaminadas (2, 3, 11).

Al parecer, no existe correlacion significativa alguna entre el resultado de la
enfermedad aguda y el tipo de terapéutica antimicrobiana. Sin embargo, el
uso de farmacos resistentes a la accion de las p-lactamasas reduce la tasa de
recidivas, debido probablemente a la reduccion de la colonizacién por cepas

productoras de toxina TSST-1 (5, 8).

Aunque la afeccidon puede aparecer en nifios, varones y mujeres que ho

menstrian, la mayor parte de los casos han ocurrido durante la menstruacion
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6 2 dias después, en mujeres que utilizan tampones con espuma de poliéster

o fibras de rayon de poliacrilato (1, 8).

Se ha comprobado que dichos materiales aumentan la produccién in vitro de
la TSST-1, ya que fijan al idn magnesio y reducen su concentracion en el
medio de cultivo; la capacidad de las fibras para actuar de esa misma forma in
vivo podria explicar la asociacion de la enfermedad al uso de tampones

vaginales que contienen fibras sintéticas® (5).

Las manifestaciones clinicas predominantes inciuyen fiebre, mialgias, vomito,
diarrea y faringitis, hasta antes de sobrevenir el shock (presidn sistolica menor
de 80 mm Hg) y los trastornos en multiples 6rganos. A las 24 horas aparece
un eritema macular, difuso, blanquecino y signos de inflamacion en mucosas
(conjuntivitis, vaginitis y lengua en fresa). La erupcion desaparece en tres
dias, pero la descamacion sigue en manos y pies 5 a 12 dias después. Los
pacientes prefieren permanecer inmodviles en cama por las intensas mialgias y
cerca de la mitad evidencian edema en los pies, confusién y agitacién (11, 33,

34, 35).

Los niveles de anticuerpos anti-TSST-1 en el suero de las enfermas y de
quienes cuentan con antecedentes del SST son mas bajos que los de las

mujeres que no presentan evidencias previas de la afeccion: ello sugiere que

del

* De hecho, se ha observado que la deficicncia de io retrasa la p
pero incrementa la liberacion de toxina.,
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la ausencia de anticuerpos contra la toxina podria representar un factor

predisponente de orden genético para el desarrolio del padecimiento (26).

iii. Factores de virulencia de S. aureus

El estafilococo dorado, produce varias exotoxinas, hemolisinas, enzimas y
componentes celulares, que actaan como factores de patogenicidad y se
encuentran relacionados con las enfermedades que produce, aungue sus
efectos especificos aun son controversiales (2, 3, 36).

Los principales factores de virulencia de S. aureus, se destacan en las tabla 3,

4y 5.



Tabla 3. Exotoxinas de S. aureus .

{1,2,8,11,13,36,46,
51}

Toxinas exfolitivas
(ETs).
(1.14,43,52)

Zielr}n oyllsym&as Formacion de poros o dafio en la membrana de células eucariontes.
(1,14,21,37,38,39, 1 Son hemoliticas, citotoxicas, dermonecréticas y letales para varios tipos celulares
Agentes anti- |40.41,42) como eritracitos, plaquetas, leucacitos, epiteliales y endoteliales.
Membranales Leucocidinay | Provocan liberaci6n de prostaglandinas y leucotrienos (vasoactivos), citocinas
otras toxinas proinflamatorias, compuestos procoagulatorios e inductores de apoptosis.
bicomponentes. . . e
(2,14, 43, 44, 45) Dafios a los sistemas cardiovascular, muscular, respiratorio y en fa corteza renal.
Enterotoxinas Activan policlonalmente numerosos linfocitos T y a células monociticas con la
(SEs) consecuente sobreproduccion de citocinas como IL-1, IL-2, TNF-u y B € INF-y.
{1,314, 46,47, 48, N . , G .
49, 50) Provocan severos efectos sistémicos: fiebre, diarrea, hipotension, lesiones en la piel,
. shack, fallas multiorganicas y la muerte.
Super Toxina 1 del . L
Antigenos | Sindrome del Inducen apoptosis de linfocitos T y B.
(SAg)  |ShockToxico 1|5 SEs también activan mastocitos que liberan mediadores de inflamacion y por via
(TS8T-1) oral producen emesis y diarrea.

Las ETs ademas son epidermoliticas y causan descamacion de a piel.

Son responsables de la intoxicacion alimentaria, del shock toxico y del sindrome
estafilococcico de la piel escaldada (SEPE) respectivamente.
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Tabla 4. Enzimas de S. aureus que actian como factores de virulencia.

Coagulasa

{1, 14,53, 54, 55, 56

~——

Activa protrombina formando la estafilotrombina, produciendo codgulos o trombos de fibrina que
protegen a la bacteria de los mecanismos de defensa del huésped.. Hay dos formas Ia “ligada” y Ia libre”,

Estafiloquinasa |Realmente no es una enzima pero activa el plasmindgeno precursor de la plasmina que actda como
(Sak) agente trombolitico. Facilita la liberacion y diseminacion de la bacteria atrapada en coagulos de fibrina.
(1,8.14,57)
gatﬁla:g Convierte el perxido de hidrdgeno en agua y oxigeno. Protege a la bacteria cuando es fagocitada de los
C radicales libres que se generan en el sistema de la mieloperoxidasa.
Hlalu:o:\ldasa Hialuronato liasa que hidroliza ef cido hialurdnico del tejido conectivo faciitando Ia diseminacion del S,
{1.14) aureus.

Fos(f:gt)asa Actiia desfosforlando a la tirosina afectando varias funciones bioldgicas como la transduccion de
sefiales, el control del crecimiento y el metabolismo.

Enzimas digestivas con actividad proteolitica que proveen al S. aureus de nutrientes de bajo PM. Se han

Proteasas detectado tres tipos: serin-, metalo- y tiol-proteasas.

(14,60,61) | La serin-proteasa (V8) actia sobre inmuncglobulinas, afectando las defensas del hospedero y sobre el
inhibidor de la elastasa de neutréfilos contribuyendo al dafio tisular. También afecta la adeherencia del S
aureues a superficies celulares.

Hidrolizan compuestos lipidicos contribuyendo a la nutricion y supervivencia del estafilococo, sobre todo

cuando coloniza 4reas sebaceas como el tejido cutdneo y subcutaneo.

La actividad bactericida de los acidos grasos de cadena larga fiberados por fa accion de las lipasas es
Lipasas «|eliminada por la accién de otra enzima estafilococcica que los esterifica, la EMAG, indispensable en la
{14,62) patogenia de fa piodermits.

Produce dos fosfolipasas C, una actia como esfingomielinasa hemolitica (la fi-hemolisina) y la otra como

fosfatidilinositol especifica (PI-PLC) que interfiere en funciones dependientes de transduccion de

sefiales.

N‘:f":f)sa Fosfodiesterasa que hidroliza al ONA y RNA mediante un mecanismo dependiente de calcio. Existen las

formas termoestable (TNasa) y termolabil.

(}-lactamasas
(2.3,6.63)

(nactivan antibiéticos como penicilina y cefalosporina escindiendo el anillo f-lactémico. Generalmente
son inducibles y ocasionalmente constilutivas.
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Tabla 5. Antigenos superficiales de S. aureus que actiian como factores de virulencia.

Proteinas
superficiales

Participan en adherencia bacteriana a matrices extracelulares, en la estabilidad estructural, en la entrada de
nutrigntes, en la salida de productos de desecho y como “sensores del medio ambiente” que generan
transduccion de sefiales para fa adaptacion microbiana (14, 61, 62, 63). Entre las mas importantes estan:

Proteina A (SpA): Une IgG por su regidn Fc. Hay dos formas Ia “libre” y la *ligada“. Consume complemento,
evitan opsonizacion y oculta a la bacteria con proteina del hospedero. También es quimiotactica, es capaz de
generar hipersensibilidad, de lesionar plaquetas y puede mediar la adherencia (1, 14).

Adhesinas que reconocen matrices extracelulares (MSCRAMMSs): Se unen a fibronectina (FnbpA y FnbpB), a
colageno (CN) y a fibrinégeno (CIfA, CIfB y Sdr). Promueven el tropismo, la colonizacién y la invasion
bacteriana. Median la adherencia del S. aureus a sustratos del hospedero y a biomateriales implantados
como catéteres y protesis {14, 66, 67, 68,89, 70, 71, 72, 73,74, 75).

Proteinas analogas al MHC-Il (Map): Capaces de interaccionar con varias proteinas y péptidos del hospedero
por fo que también participan en [a adeherencia estafilococcica a células (14).

Siderdforos: Procuran hierro al S. aureus, elemento esencial para su supervivencia y virulencia (77, 78, 79).

Otras
sustancias
estructurales

Capsula Enmascara al C3b depositado sobre el S.aureus, interfiriendo en su actividad opsénica para
fagocitos y la activacion del complemento por via alterna (23, 24, 80, 81, 82, 83).

Componente de fa pared celular que se asocia al peptidoglucano y a lipidos de memebrana.

Adsorbe componentes del complemento evitando la formacion del MAC y la actividad dpsénica.

También participa en la adherencia de |a bacteria a superficies mucosas (1, 2, 14).

Induce produccion de IL-1 y Ac opsonizantes, es quimiotactico para PMNs, presenta actividad

Peplido- | parecida a las endotoxinas, puede generar el fendmeno de Shwartzman y activa complemento.

glicano | Por su capacidad de adsorber opsoninas puede provocar trastornos por inmunocomplejos (1, 6,

8,11, 84).

Los exopolisacaridos y la formacién de glicocélices se refaciona con la formacion de colonias
Poli-  |adherentes rodeadas por una biopelicula que envuelve a las bacterias. Siendo esto un factor

sacarido A icritico en la colonizacion estafilocdccica de catéteres intravasculares y protesis valvulares

implantadas, ademas de protegerlos de la accion de antibicticos y de las defensas del

hospedero (6, 8, 27).

Faclot de También conocida como coagulasa ligada o unida.

agregacion |Mediante una reaccion no enzimatica convierte el fibrinogeno en florina la cual recubre a las J
bacterias, haciéndola resistente a 1a opsonizacion y a la fagocitosis. (1, 11, 27)

Acidos
teicoicos
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iii. Epidemiologia

De acuerdo con diversos estudios en 1os que se ha analizado la diseminacion
de S. aureus, ésta ocurre con mayor frecuencia entre los pacientes

hospitalizados que entre la poblacidon comun (2).

A pesar de los numerosos esfuerzos realizados para detener su diseminacion,
particularmente dentro de los hospitales, su infortunada permanencia
representa la causa mas comin de bacteremia intranosocomial: en EUA, de
los 2 millones de pacientes que cada afo padecen alguna infeccidon
intrahospitalaria por dicho microorganismo, aproximadamente 260,000

contintitan experimentando patologias asociadas a €l (14).

Cerca del 20 % de la poblacion se encuentra colonizada por S. aureus, pero
en los pacientes diabéticos, los sometidos a didlisis, los que padecen de
SIDA, los hospitalizados y el propio personal que integra los equipos de salud,

son los que representan las cifras mayores (2, 14).

Se estima que la mitad de las infecciones causadas en la piel se deben a este
microoganismo, el cual también ocasiona el 11 a 38 % de la bacteremias

adquiridas en la comunidad (14, 85).
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Un trabajo realizado por Weinstein y cols reveld que la bacteremia ocasionada
por S. aureus en adultos intermos de algunos hospitales, constituye el agente
etiologico mas comun de los cuadros clinicos mas significativos (18.9%),
seguido por los estafilococos coagulasa negativa (9.2%); ademas, se
encontré que el 10 al 40 % de las bacteremias estafilocdccicas progresa hasta
endocarditis, cifras que se reducen hasta 2-13% en caso de que la septicemia

se deba a los estafilococos coagulasa negativa (14).

Asi mismo, el Sistema Nacional de Vigilancia de Infecciones Nosocomiales
establecid que. en el lapso 1990-1996, S. aureus y E. coli fueron los

patdgenos nosocomiales aislados mas frecuentemente en EUA (14).

Respecto a la neumonia, padecimiento del cual este microorganismo no funge
como un agente etioldgico comuan, en México se ha observado que su
mortalidad se localiza principalmente en el grupo conformado por nifios
menores de 5 afnos: el 67% muere en su domicilio y a pesar de haber recibido
alguan tipo de atencion meédica: evidentemente, los decesos predominan entre
los no derechohabientes a algun sistema de salud, siendo mas numerosos en

los estados del sur del pais (29).

En los hospitales de zonas pobres, la neumonia, otras afecciones de vias
respiratorias y las gastroenteritis son la causa mas frecuente de
hospitalizacion en las areas de pediatria, implicando a los recién nacidos y

lactantes desnutridos. La fuente de contagio mas relevante de las infecciones
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de vias respiratorias la constituyen casi siempre las secreciones nasales de

personas infectadas (29).

Las neumonias nosocomiales en el Hospital Infantil de México y en el Hospital

de Pediatria oscilan entre el 8 y 11% de todos los casos de infeccion

intrahospitalaria (29).

El Programa de Vigilancia de infecciones Nosocomiales que analiza las
notificaciones de los institutos de Cardiologia, Cancerologia, Enfermedades
Respiratorias, Nutricion, Neurologia y Neurocirugia, asi como las del Hospital
Infantil de México, ubica la frecuencia de neumonia en el orden del 9%, con
una mortalidad de 7%, cifra que semeja a la de 10% estimada en los reportes
internacionales. La etiologia varia de acuerdo con cada hospital; sin embargo,
8. aureus, P. aeruginosa, K. pneurnoniae y E. coli, son las bacterias

predominantes en el ambiente nosocomial (29).
Por otra parte, los padecimientos provocados por toxinas estafilococcicas: la

intoxicacion alimentaria, el SST y el SEPE, son aparentemente mas comunes

en EUA que en otras partes del mundo (14).

48



. PREVENCION, DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO

i. Prevencion

Los seres humanos y particularmente los adultos, son muy resistentes a las
infecciones por estafilococos. Segun se piensa, la exposicion a dichos
microorganismos durante la lactancia y la nifiez ocasiona la formacion de
elevados .niveles de anticuerpos y. por lo tanto, de resistencia contra la
infeccién. La inmunizacién mediante esos productos estafilocéccicos, ha

ocasionado cierto incremento en la resistencia de animales de laborataorio,

pero no asi en el hombre (86).

Por lo tanto puede especularse que la mayoria de las personas adultas han
alcanzado su maximo nivel de resistencia contra los estafilococos. Esto se
apoya en el hecho de que las enfermedades ocasionadas por este
microorganismo ocurren soélo bajo aquellas condiciones en las cuales la
inmunidad del hospedero, o su resistencia natural, estan considerablemente
disminuidas. Hasta el momento, no existe ningun antigeno que produzca una
inmunizacion especifica eficaz y que pueda ser aislado a partir de las cepas

de estafilococos. La anica excepcion, es el material capsular.
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L.a proteccién conferida a través de vacunas recombinantes de CNA en
ratones que cursan con bacteremia demuestran que las MSCRAMMSs podria
ser consideradas como blanco en inmunoprevencion y estrategias

terapéuticas para combatir las infecciones estafilocdccicas (14).

Por otro lado, la infeccion estafilococica nunca sera controlada por completo
debido al estado portador de humano, sin embargo en el hogar, lo mismo que
en el ambiente hospitalario, la diseminacidon de la infeccion sodélo puede
limitarse por medio de los cuidados higiénicos apropiados y la eliminacion
adecuada de los materiales contaminados, sin olvidar que el lavado de manos
continua siendo la medida mas importante para reducir el riesgo de

transmision de éste microorganismo de una persona a otra.

En el recién nacido se debe prestar mayor cuidado al mufAdén umbilical;
ademas e! personal médico debe ser sometido a examenes de deteccion en

busca de portadores de estafilococos (1, 8).

La diseminacion de cepas patdgenas de estafilcocos en las secciones de cuna
se evita mediante la colonizacidon artificial de los neonatos con una cepa de
muy baja virulencia. Esta colonizacion de la piel o las vias respiratorias altas
interfiere de modo significativo con la colonizacién subsecuente por cepas
mas patdégenas y asi, reduce la incidencia de enfermedades estafilococicas

entre este grupo de edades. El mismo principio se aplica a la prevencion de la
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furunculosis recurrente después de un tratamiento con antibidticos en

pacientes de edad avanzada (3).

En infecciones estafilocdcicas recurrentes, la prevencion esta dirigida hacia el
control de una posible reinfeccién y si es posible erradicar su acarreo. El uso
de jabones de ciorhexidina y el lavado a altas temperaturas podria ser

utilizado reduciendo el riesgo de reinfeccion (8, 36).

La erradicacidon temparana de MRSA de vias respiratorias altas es importante
particularmente en pacientes inmunocomprometidos o quienes han sufrido

alguna operacion quirdargica (87).

La quimioprofilaxia es eficaz cuando se utiliza para erradicar la infeccion
inmediatamente después de que se establecid. Por otra parte, si se busca
evitar con ello la colonizacién o las infecciones por cualquier microorganismo
del entorno, en este caso sera ineficaz. Tal es el caso de la endocarditis
donde la quimioprofilaxia esta orientada a evitar infecciones después de

diversas técnicas quirdrgicas (86, 88).

£n la practica meédica, el simple lavado de manos antes y después de la
interaccion con cada paciente frena la diseminacion de los microorganismos.
La mupirocina aplicada intranasalmente elimina S.aureus acarreados de las
narinas en personas saludables por mas de 3 meses y disminuye el acarreo

ocasionado por las manos durante 72 horas después de la terapia; sin
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embargo, el rapido desarrollo de resistencia a mupirocina no io ha permitido

(2. 15, 85).

E! contro! de la transmision estafilococica suele centrarse en hospitales,
guarderias, quirdfanos, cuneros y salas de quimioterapia, donde se
concentran individuos susceptibles. Un control adecuado requiere de una gran
vigilancia de todo ei personal de la institucion, bajo la supervisidon de expertos.
Las medidas utilizadas incluyen: higiene rigurosa, descubrimiento de
portadores, control de contactos, control de la difusion aérea y por fomites.. asi
como la busqueda de fuentes de infeccion mediante la tipificacion por fagos y

de resistencia a los antibidticos (14, 86).

E! control para la intoxicacion alimentaria con estafilococos depende
principalmente de una manipulacion adecuada de alimentos. Es esenciat la
refrigeracion pronta para evitar el crecimiento de estafilococos y la produccion
de enterotoxina. Descubrir portadores entre quienes manipulan los alimentos,
y separarios de las situaciones en las cuales pudieran contaminarios. Insistir
en que los alimentos envasados en grandes volumenes no logran enfriarse lo
suficientemente rapido para que la temperatura disminuya en toda la masa del
contenido, evitando que los estafilococos puedan crecer y secretar toxina
mientras el alimento se va enfriando; por lo tanto, deben consumirse
inmediatamente después de su preparacién o fl:accionarlos en pequefias

cantidades si se van a almacenar en refrigeracion o congelacién (8, 13, 27).
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ii. Diagnostico de laboratorio

En virtud de que los estafilococos coagulasa positiva también suelen
encontrarse en la piel, nasofaringe y otras mucosas de las personas
saludables, su aislamiento a partir de las muestras clinicas no siempre implica

que se ha detectado al verdadero agente etiologico de la enfermedad (13).

Es decir que, el diagnostico de las afecciones estafilocdcccicas, suele incluir
un componente de incertidumbre, cuando las zonas anatdmicas implicadas

corresponden a tejidos colonizables en condiciones de salud (3, 36).

Al margen de ello, es preciso sefialar que, excluyendo a las enterobacterias,
los cocos Gram positivos representan los microorganismos asociados con

mayor frecuencia a infecciones humanas (10).

Por tal motivo, es comun que el laboratorio clinico enfrente el reto de
diferenciar entre estafilococos y estreptococos, con base en el aspecto de la
colonia, en su tipo de hemdlisis en agar sangre, en la disposicion de las
células que se observan en los frotis tedidos al Gram y en la prueba de la

catalasa.
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Evidentemente, cuando se trata de enfermedades sistémicas muy graves
analizadas mediante hemocultivos, el laboratorio debe proporcionar reportes
parciales en lapsos pequefios; por ejemplo, “presencia de cocos Gram
positivos” en los frotis iniciales. Ello permite que el médico elija una terapia
empirica temporal que cubra a los estafilococos y los estreptococos, en tanto
recibe el resultado final, lo cual ocurrira hasta que se aislen las colonias del
invasor, se determine su género y se efectuen las pruebas de identificacion

correspondientes (2, 85).

En resumen, Staphylococcus aureus puede identificarse confiablemente con
base en sus reacciones positivas para las siguientes pruebas: 1) catalasa, que
diferencia a este microorganismo de los estreptococos; 2) fermentacion de
manitol, la cual diferencia a S. aureus (casi siempre positiva) de S. epidermidis
(raramente positiva); y 3) coagulasa, que permite distinguir con mucha mayor
certeza a S. aureus del resto de las especies del género. Otras pruebas
empleadas con regularidad son: la termonucleasa, la cual suele ser positiva
para S. aureus y negativa para otras especies del género, |a de resistencia a
ia novobiocina, que distingue a los estafilococos dorados de S. saprophyticus,

y algunas otras que se mencionaron en el capitulo | del presente trabajo (2).

Otras consideraciones diagnosticas trascendentales, son:
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« En general, las muestras analizadas mas frecuentemente incluyen material
purulento, orina, sangre, aspirados transtraqueales y liquido
cefalorraguideo (1, 6, 8, 11).

e Dada la amplia distribucion de los estafilococos, la recoleccién de los
especimenes cutaneos requiere de la previa asepsia de las areas
involucradas (1, 6, 8, 11).

e Cuando el paciente presente signos de infeccion sistémica, deben
realizarse hemocultivos seriados. La invasion del torrente sanguineo y de
otros 6ganos suele provenir de algun foco primario menos importante o,
inclusive, no aparente; de cualquier manera, siempre que el
microorganismo se aisla a partir de hemocultivos, existe la posibilidad de
endocarditis, osteomielitis u otras enfermedades metastasicas profundas
(89).

e EIl diagnodstico de la osteomielitis se establece aislando a S. aureus de la
sangre, la secrecién o la médula 6sea del hueso correspondiente. El
centelfograma oseo y los estudios galio tienen una sensibilidad de casi 95%
y una especificidad del 60-70%, por lo que son muy uGtiles para detectar el
sitio de infeccidn (90).

« En cuanto al SST, los hemocultivos son negativos, puesto que los sintomas
son provocados por la TSST-1 (extrafiamente no ocurre la bacteremia).
Ademas, las pruebas complementarias indican que la creatina-fosfocinasa.
el BUN o creatinina sérica, la bilirrubina total, la AST (aspartato-

aminotransferasa) y la ALT (alanina-aminotransferasa) rebasan dos veces

55



el limite superior de los valores normales; en la orina aparecen 5 leucocitos
pof campo y el estudio hematoldgico sefiala 100.000/uL o menos plaquetas
(11, 90).

e La intoxicacion alimentaria estafilocdcica se diagnostica con base en el
cuadro ciinico. El analisis del alimento implicado manifiesta una fuerte
contaminacion con cocos Gram positivos detectables en los frotis tefiidos y
en los medios inoculados; por su parte, las enterotoxinas pueden
identificarse en los alimentos mediante técnicas de difusion en gel o por
radioinmunovaloracion, empleando antisueros especificos. Los analisis mas
detallados de esta enfermedad incluyen muestras de vdmito, alimentos
sospechosos y raspados de nariz y manos, los cuales se siembran en agar

yvema de huevo-telurito o manitol salado (15, 27).

Pruebas de susceptibilidad

Esta clase de pruebas deben efectuarse rutinariamente en caldos o por
difusion en disco, a partir de los aislamientos provenientes de las muestras

clinicas (8).

La resistencia a la penicilina G se puede detectar con base en pruebas
positivas para p-lactamasa (aproximadamente el 90% de las cepas de S.

aureus producen esta clase de enzimas) (8).
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Por lo que respecta a la resistencia a nafcilina, oxacilina y meticilina, aquélla
se observa en casi el 20% de los aistamientos de S. aureus y en cerca del
75% de los de S. epidermidis. La tolerancia al primero de los antibidticos
citados correlaciona con la presencia del gen mecA, el cual codifica para las
PBPs; dicho gen se puede evidenciar mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), pero la realizacion de esta metodologia resulta innecesaria,
ya que los estafilococos que crecen en agar Mueller-Hinton con 4% de NaCl y

6 pg/mL de oxacilina suelen presentar el mecA y resistir lJa accion de la

nafcilina (8, 91).

Otros métodos experimentales para identificar a S. aureus

Larsson y Sjoquist reportaron una técnica que emplea particulas de latex
recubiertas con anticuerpos anti-proteina A producidos en pollos; puesto que
la proteina A se localiza en la superficie de las células de S. aureus y también
es secretada al medio de cultivo, dicha prueba la detecta eficazmente en los

cultivos liquidos, incluidos los asociados a los hemocultivos (11).

Otros investigadores han disefiado pruebas rapidas de aglutinacion en latex
para identificar a las cepas MRSA; la técnica mas utilizada se realiza en 20
minutos, detecta a PBPs y, comparada con el cultivo en agar para oxacilina y
con la PCR dirigida contra el gen mecA (esta ultima considerada como el

estandar de oro), manifiesta una sensibilidad del 93.6% (92, 93, 94).
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Guzman y cols desarrollaron un ensayo inmuno-enzimatico para identificar a
S. aureus, en el que se determina simultaneamente a la proteina A y a la endo
pB-N-acetilglucosaminidasa (SaG), enzima producida por todos los
aislamientos de la especie. El ensayo contempla el uso de un anticuerpo
monoclonatl anti-SaG y resuita mas confiable que la aglutinacion en latex y la

hemagltutinacion pasiva (11).

Pruebas serolégicas y de tipificaciéon

En las infecciones profundas prolongadas tales como la endocarditis
estafilococcica, es posible detectar anticuerpos anti-acido teicoico en el suero
del enfermo; no obstante, a este tipo de pruebas serologicas se le concede

escaso valor practico (1).

Los estudios epidemiolégicos asociados a las infecciones ocasionadas por S.
aureus se fundamentan en la fagotipia (tipificacion por fagos), aunque esta
practica soélo contemmpla a los brotes graves, como los que ocurren dentro de

los hospitales (3, 8, 36).

En general, la cepa aislada se siembra masivamente en agar Hinton-Mueller y
posteriormente se deposita una gota con cada fago en regiones distintas de la
placa, antes de procederse a la incubacion correspondiente (24 h a 35°C). Es

conveniente que los fagos utilizados correspondan a alguno de los grupos | al
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IV, a fin de determinar, con base en los halos de inhibicién (o lisis), el grupo al
que pertenece la cepa bacteriana analizada (13).

En otras palabras, el sistema se basa en los patrones de sensibilidad

mostrados por cada aislamiento clinico. Estos suelen pertenecer a los grupos |
al Ili: los estafilococos del grupo I a menudo se asocian a infecciones
cutaneas, tales como el impétigo, el pénfigo de los recién nacidos y el SEPE,
en tanto que, las cepas enterotoxigénicas lo hacen al grupo (I, con el cual

también se relacionan las clonas que provocan brotes en neonatos, ancianos

y el personal de los hospitales como se muestra en la tabla 4 (1, 13).

Tabla 4. Clasificacion por fagos de Staphylococcus aureus.

~ Grupo litico SRR o bl
| 29, 52, 52A, 79 y 80

2
u 3A,3C,55y71
m 6, 42E, 47, 53,54, 75,77, 83A, 84y 85
Sin designacion (IV) [ 81, 94, 95y 96

En un hospital de Warsaw, Polonia, se estudio la prevalencia de cepas MurC
resistentes a mupirocina, surgidas a partir del uso inapropiado del
medicamento, y la tipificacion por fagos pudo determinar la diseminaciéon del

gen mupA entre varias especies de estafilococos (95).
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Métodos de tipificacion genotipica

En términos generales, la tipificacion genotipica es el resultado de un
monitoreo del genoma bacteriano en regiones que las diferentes cepas

presentan considerables grados de variabilidad (14).

A continuacidn se mencionan los principales métodos de genotipificacion de
S. aureus, los cuales se basan en la previa amplificacion de los segmentos de
DNA que diferencian a las clonas de interés clinico. Evidentemente, dicha
amplificacion se efectia mediante la reaccién en cadena de la polimerasa

(PCR) (14).

PCR

Las técnicas de biologia molecular representan ias herramientas “diagnoéstica™
y “para tipificacion” mas confiables, ya que se fundamentan en la deteccion de
segmentos de DNA especificos de cada microorganismo. De hecho, en ciertos
laboratorios ya resulta relativamente comin el empleo de sondas*
comerciales, tanto para confirmar resultados obtenidos mediante
metodologias convencionales, como para aplicarlas directamente a las

muestras patologicas (14).

‘ Fragmentos de DNA obtenidos a partir de agentes patdégenos plenamente
identificados. Las sondas sélo hibridan (por complementariedad de bases) con
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Si bien desde la década de los ochenta han venido destacando los andlisis
moleculares mediante Southern-blot del DNA y Northern-blot def RNA, es
preciso tomar en cuenta que, en ambos casos, el éxito depende -entre otros
factores- de que la muestra en estudio contenga una cantidad relativamente
considerable de la secuencia “blanco”, equivalente a la presencia de varios

miles de céilulas microbianas (14).

Es precisamente en este aspecto, que el reciente desarrollo de la “reaccion en
cadena de ia polimerasa (PCR)" ha venido a enriquecer la practica
“diagnodstica™ y “para tipificacion™ en los laboratorios de todo el mundo: una vez
recolectada y preparada la muestra, ocurre en su seno la rapida multiplicacion
{(amplificacion) del DNA perteneciente al agente causal, y los millones de
copias obtenidas incrementan notablemente la sensibilidad de cualquier

técnica que se elija -a continuacion- para lograr la deteccidn correspondiente

(14).

En resumen, la PCR es una reaccién bioquimica, catalizada por una enzima,
en la cual pequerias cantidades de cualquier segmento “blanco™ del DNA se

multiplican logaritmicamente (14).

Cabe sefialar que la PCR no constituye por si misma un método diagndstico o

de tipificacién: de hecho, el proceso global asociado a la deteccidn o

cadenas simples de DNA homélogo, lo cual determina {a posibilidad de detectar al
agente causal en la muestra analizada.
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tipificacion de! agente causal, con base en el reconocimiento de su DNA,

consta de tres pasos (14):

{A) Procesamiento de la muestra
(B) Amplificacion del DNA por PCR

(C) identificacion del DNA amplificado

Evidentemente, la exactitud y precision de los resultados se basan en dos
factores generales: la consistencia de la secuencia nucleotidica en los
segmentos “blanco” de DNA y la posibilidad de establecer en forma rapida,
confiable y con mayor sensibilidad, la procedencia de los acidos nucleicos (ya
que estos presentan segmentos especificos para cada género, especie, tipo y

cepa microbianos) (14).

La PCR es relativamente facil de llevar al cabo, ya que solo requiere de un
tubo de reaccion, de algunos reactivos y de una fuente estable de calor.
Adicionalmente, el DNA que se desea copiar puede encontrarse puro o
constituir una pequefia porciébn de una mezcla compleja de materiales

bioclégicos (14).

Una vez efectuada ta amplificacion, la procedencia del DNA “blanco” se puede
establecer mediante diferentes métodos, que com;;renden a la electroforesis
en gel de agarosa, la RFLP (fragmentos polimorficos de restriccion con

longitudes variables) y al Southern-biot (14).



La amplificacion de DNA por PCR corresponde a una reaccion enzimatica
ejecutada por alguna DNA polimerasa; esta clase de enzimas cataliza |la
formacion de un enlace fosfodiéster entre el 3'-OH en el extremo creciente de

la cadena de DNA a elongar (el iniciador) y el grupo 5-PO4 del

desoxirribonucleotido trifosfato (dNTP) entrante (90, 96).

La eleccidn de cada nucledtido a incorporar esta determinada por el DNA
molde, al que et iniciador se ha unido previamente por complementariedad de

bases (9).

La amplificacion del DNA se logra mediante ciclos repetidos de PCR, cada

uno de los cuales presenta 3 etapas®:

1) Desnaturalizacion del DNA molide -entre los 94° y 96°C-.
2) Alineamiento de los iniciadores al molde -entre los 42° y 60°C-.
3) Extension (elongacién) de los iniciadores por la DNA polimerasa -

entre los 60° y 72°C-.

La reaccion de amplificacion contempla la participacion de dos iniciadores

{(primers o cebadores), que se hibridan (se unen por complementariedad de

3 Cada etapa dura apenas entre uno y algunos minutos, por o cual casi resulta indispensable
que el laboratorio cuente con un termaociclador; éste permite programar las temperaturas y la
duracion de los diversos periodos., para todo el proceso.
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bases) a cadenas opuestas del segmento “blanco”™; cada iniciador se orienta
de forma tal que la elongacion se lleva a cabo a partir de su extremo 3°-OH, a
través de la zona delimitada entre ambos iniciadores y hasta ia region
homologa al “otro iniciador”. Como cada producto de la amplificacion incluye ta
secuencia complementaria a ia del “otro iniciador”, practicamente todos los
productos de cada reaccién sirven de molde para el siguiente ciclo del PCR

(33, 34).

En la primera etapa del ciclo del PCR, se provoca la desnaturalizacion del
DNA molde, entre los 94° y 96°C. En la segunda etapa, 1a mezcla de reaccion
se somete a la temperatura optima de alineamiento entre el iniciador y su
molde (42° a 60°C). Finalmente, en la tercera etapa. la temperatura se
modifica a 72°C, que es ligeramente inferior a la optima de una DNA
polimerasa termoestable. De esta manera, los iniciadores se elongaran hasta
producir nuevas hebras de DNA, incorporando los dNTP s que correspondan -

por complementariedad-, a través de la participacion de la enzima (34).

Cabe sefialar que ia mas utilizada de las polimerasas termoestables es la Taqg
DNA polimerasa | (Tag pol ). producida por la bacteria termodfila Gram-
negativa Thermus aquaticus y que la hibridacion inespecifica de los
iniciadores puede conducir a !a acumulacién de productos inespecificos o a

ausencia de amplificacion (34).
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Los métodos de tipificacion por PCR también se pueden aplicar para detectar
cepas con rasgos especificos; por ejemplo, para monitorear la transmision de
MRSA u otras clonas de gran interés que originan importantes brotes

intrahospitalarios o entre la comunidad (60) .

Electroforesis

Generalmente, ésta revela los polimorfismos genotipicos de acuerdo con las
distintas movilidades electroforéticas de los genes que codifican para las
enzimas solubles relacionadas con el metabolismo primario del
microorganismo. El método no es muy utilizado en epidemiologia, pero

diferencia a las clonas que producen TSST-1 (2).

RFLP

La técnica se basa en la distribucion de los sitios de anclaje de las
endonucleasas de restriccion sobre el genoma bacteriano; los diversos
fragmentos de mayor tamafio pueden ser diferenciados mediante PFGE (por

pulsed-field gel electrophoresis) y reflejan las diferencias entre las cepas (14).

Uno de los numerosos ejemplos de la aplicacion de esta metodologia alude a
la deteccion de 5§ marcadores diagndsticos en muestras nasales, de faringe y
el esputo de 24 pacientes; dicho analisis pudo determinar que la colonizacion

del tracto respiratorio superior por MRSA representaria el primero de los
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procesos patoldgicos que desencadena infecciones broncopulmonares por

dicho agente causal (87, 97).

Alternativamente, los fragmentos del DNA se pueden revelar a través de la
técnica de Southem blot; por ejemplo, el gen mecA, el cual consta de 50 Kb y

codifica para la resistencia a meticilina, puede ser evidenciado de esta manera

(8).

Sin embargo, el empleo de la PFGE aparenta ser de mayor utilidad en
Epidemiologia. ya que permite establecer las clonas de S. gureus asociadas a
cierta infeccion y localizacion geograficas; en tal sentido, en algunos estudios
de estricta vigilancia molecular realizados en la Repuablica Checa se disefiaron
clonas de MRSA ibérico y brasilefio. las cuales, empleadas como patrones,

fundamentaron {a tipificacion de cepas aisladas dentro de diversos hospitales

(98, 99, 100).

Asi mismo, la PFGE se ha utilizado para investigar la diseminacion de
infecciones nosocomiales y para efectuar la tipificacion epidemioldgica en
Tokio, Japdn., en donde ciertas cepas de S. aureus ocasionaban

intoxicaciones alimentarias asociadas a la SEA, SEB y SEA plus (101).
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Tratamiento

Un aspecto fundamental en la eficacia terapéutica de los antimicrobianos
reside en el estado funcional de los mecanismos de defensa del hospedero,
ya que la eficacia de las respuestas celular y humoral pueden resultar

determinantes (88).

L.a penicilina G es el farmaco de eleccidon para tratar las infecciones debidas a
estafilococos sensibles a penicilina; desafortunadamente, la mayor parte de
las cepas producen penicilinasa y, por lo tanto, neutralizan la accion de las
penicilinas G , V y A, y la de la ampicilina. Por tal motivo, suelen prescribirse
algunas penicilinas o cefalosporinas semisintéticas resistentes a la

penicilinasa (86, 102).

Antes del descubrimiento de los antibidticos, el unico tratamiento eficaz para
tratar las infecciones estafilocdcicas consistia en el drenaje quirurgico de las
lesiones mucopurulentas. Actualmente, dicha estrategia terapéutica continua
resultando trascendental, ya que los antimicrobianos no se difunden
facilmente hacia las zonas de supuracién, ni actaan con efectividad en ellas.
En el caso de los farmacos tales como la penicilina, los cuales sélo son
eficaces contra bacterias en crecimiento, el fracaso terapéutico probablemente

dependa de que muchos de los microorganismos presentes en los exudados
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purulentos no se encuentran reproduciéndose, aunque también influye el

hecho de que algunos agentes antiestafilococcicos no funcionan en presencia

de los productos de necrosis tisular (27).

S. aureus adquiere facilmente la resistencia a los antibidticos, lo cual ha
provocado la obsolescencia de muchos de ellos para el tratamiento de las
patologias implicadas. Numerosas cepas que producen penicilinasa se
pueden erradicar de manera exitosa con meticilina, una penicilina
semisintética resistente a dicha enzima; sin embargo. hoy en dia también
existen clonas capaces de inaclivar a dicho antimicrobiano, las cuales han

recibido la denominacion de MRSA (Staphylococcus aureus resistentes a

meticilina) (86).

En consecuencia, cualquier estafilococo debe someterse a estudios de
susceptibilidad, aunque el tratamiento inicie antes de que se obtengan los
resultados. Es preciso que cualquier régimen terapéutico sea intensivo, para
que todas las células microbianas mueran antes de que ocurra alguna

mutacidn que origine la aparicion de la clona resistente correspondiente (13).

Cuando se trata de infecciones en piel y tejidos, también resulta fundamental
el drenaje adecuado del absceso u otras lesiones, ademas de administrar al
enfermo alguna penicilina oral resistente a penicili.nasa © una cefalosporina
(dicloxacilina o cefalexina, respectivamente) a razén de 500 mg/6h durante 7 a

10 dias. En pacientes alérgicos a penicilina se puede recurrir a la eritromicina
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{500 mg/6h); evidentemente, para infecciones mas complicadas, con
extensiones hasta tejidos profundos y fiebre, esta justificado el tratamiento
parenteral, con penicilinas resistentes a penicilinasa, tales como nafcilina u

oxacilina, en dosis de 1.5 g/6h intravenosas (1V) (86).

En pacientes alérgicos sin reacciones de gravedad se puede emplear
cefazolina, 500 mg/8h IV o intramusculares (IM) aunque, si la hipersensibilidad
es muy marcada hacia los p-lactamicos. o bien, cuando la cepa es resistente a

la meticilina, el farmaco de eleccién es la vancomicina, en dosis de 1g/12h IV

(90).

Por lo que se refiere a la osteomielitis, se requieren tratamientos prolongados
(de 4 a 6 semanas o mas) con nafcilina u oxacilina (9 a 12 g/4h), o bien, con
cefazolina (1 g/8h); en caso de alergia, la vancomicina (1 g /12h) es el agente
recomendado. Por su parte, los regimenes orales de eleccion son la
dicloxacilina o cefalexina (1 g/éh), el trimetoprim-sulfametoxazol
160mg/800mg o la ciprofloxacina (7560 mg/12h). Algunas autoridades de sailud
recomiendan agregar rifampicina para el tratamiento de la osteomielitis

estafilocdccica, en dosis de 300 mg/12h (90).
Si bien la osteomielitis hematdgena aguda responde bien a los

antimicrobianos, la de tipo crénica y la recidivante requieren ineludiblemente

del drenaje quirargico y de la extirpacidn del hueso, acompaiados por la

69



administracion prolongada de farmacos apropiados, ya que resulta muy dificil
erradicar al estafilococo infectante. El oxigeno hiperbarico puede ayudar a la

cicatrizacién correspondiente (86).

Por su parte, en la bacteremia, endocarditis, neumonia y otras infecciones
graves causadas por el S. aureus, es necesaria la terapéutica intravenosa
prolongada con penicilinas resistentes a las f3-lactamasas. La vancomicina
con frecuencia se reserva para erradicar a los estafilococos resistentes a
nafcilina y, si la infecciobn es causada por cepas no productoras de

penicilinasa, el farmaco preferido es la penicilina G (8).

En cuanto a la terapia de las bacteremias estafilococicas no complicadas, se
recomienda un minimo de 10 a 14 dias de nafcilina u oxacilina (1.5 g/4-6h V),
cefazolina (500 a 1,000 mg/8h) o vancomicina (1 g/12h), aunque esta ultima
debe reservarse para los pacientes con alergia grave a penicilina o con
infecciones provocadas por MRSA, debido a que es menos activa que los
antibidticos f-lactamicos. Las terapéuticas parenterales u orales mas
prolongadas casi son exclusivas para pacientes diabéticos,
inmunocomprometidos en riesgo de complicaciones tardias y sospechosos de

experimentar endocarditis (90).

Por su parte, los aspectos mas importantes del tratamiento del SST incluyen

rehidratacién rapida. farmacos antiestafilocodcicos, terapéutica de la
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insuficiencia renal y/o cardiaca, ademas de la suspension del uso de
tampones o el drenaje del absceso. Los farmacos de eleccion incluyen a la
penicilina, vancomicina, y clindamicina; si el microorganismo es resistente a
meticilina, es apropiada la vancomicina intravenosa, aunque la penicilina G o
benzilpeniclina representa e! antibidtico mas frecuentemente prescrito por los

medicos (32).

La resistencia multiple a los antibioticos no soélo complica la terapéutica sino
que, ademas, es una caracteristica transferible entre ias cepas; por ello, es
indispensable la realizaciébn de antibiogramas, o bien., el establecimiento de
regimenes combinados, agregando algun aminoglucdsido (gentamicina o
tobramicina) a la cefalotina o rifampicina (la vancomicina no se combina) (3,

103, 104).

La mayor estabilidad a la accién de las p-lactamasas se ha detectado en la
meticilina y nafcilina, seguidas por ia oxacilina, cloxacilina y dicloxacilina; las
cefalosporinas muestran estabilidades variables, dependiendo de su
estructura: mientras la cefalotina es muy resistente, con la cefalozina ocurre

todo lo contrario (86).
En S. aureus se han descubierto tres tipos diferentes de g-lactamasas,

diferenciables mediante caracterizaciones inmunoldgicas, de sustrato y de

inhibicion. Todas ellas son usualmente inducibles y ocasionalmente
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constitutivas, estan codificadas por plasmidos y acarrean otros genes

importantes tales como los de resi ncia a metal pesados, a eritromicina y

a otros antibidticos (90).

La resistencia intrinseca, también llamada resistencia a meticilina, reside en
las p-lactamasas y las cefalosporinasas; se detecta al obtenerse MICs
mayores de 4 ng/mL o de 8 ng/mlL para oxacilina y meticilina, respectivamente

(2, 105).

Por otra parte, la rapida y desfortunada diseminaciéon de la resistencia a
vancomicina en cepas clinicas de S. aureus podria tener un gran impacto
negativo, puesto que dicho antimicrobiano representa la ultima alternativa
para tratar a las clonas multirresistentes de esta especie y de otras bacterias
Grampositivas; ciertamente, desde 1980 se ha intentado avanzar en el
desarrollo de nuevas férmulas antibacterianas, pero los logros han resultado

practicamente nulos o muy pobres (90).

Por ejemplo, recientemente se ha experimentado con microcapsulas
estafilococcicas para desarrollar vacunas eficaces. lo que podria representar
un complemento para instituir el tratamiento de enfermedades causadas por

cepas de S. aureus resistentes a multifarmacos (14).



Cabe mencionar que la tPMP-1 plaquetaria causa prolongados efectos
inhibitorios de crecimiento en los estafilococos, mismos que resultan similares

a los provocados por la oxacilina y la vancomicina (106).

De hecho, la simultanea exposicion de S. aureus a ila tPMP-1 y oxacilina se
traduce en efectos bactericidas sinérgicos. Asi mismo, la preexposion de S.
aureus y Candida sp a la tPMP-1 reduce siginificativamente la capacidad de
esos microorganismos para unirse a las plaquetas /in vitro, fenémeno que se

maghnifica.con la presencia conjunta de otros agentes antimicrobianos (106).

La teicoplanina, cuyo mecanismo de accion es casi idéntico al de la
vancomicina, ha sido utilizado extensamente en Europa. Con base en ello, se
ha disefado el LY333328, un glucopéptido semisintético cuyos estudios se
encuentran en la fase I en USA; hasta ahora, el antimicrobiano promete una
gran eficacia para destruir a las cepas MRSA, originando procesos similares a
los desencadenados por la vancomicina y teicoplanina: previa union al
dipéptido de la pared celular D Ala-D Ala, o bien, al D Ala-D Lac, cuando la
cepa cuenta con la capacidad de transformar al primero en el segundo (via la
elaboracién de enzimas VanA-X), para dejar sin "blanco” de accién a los

glucopéptidos naturales (63, 107).

L.a estreptogramina combinada quinupristina/dalfopristina representa otra
esperanza; al parecer presenta una excelente actividad contra MRSA y

estafilococos coagulasa negativa (103).
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Por otra parte, la FDA aprueba el uso de fluoroquinoilonas tales como la
trovafloxacina y levoflaxina en los EU y otros paises que también enfrentan
graves problemas de infecciones mixtas y multirresistencia. Sin embargo,
ambas solo resultan ser bactericidas para S. aureus sensible a meticilina
{MSSA), por lo que suelen sustituirse por clinafloxacina, activa contra algunos

cultivos de MRSA (63).

En resumen, ios pocos avances terapéuticos contra S. aureus se basan en:
1) la modificacion de antibidticos ya conocidos, para dar lugar al LY333328 y
la clinafloxacina; 2) la re-estructuracion y estudio de antimicrobianos no
frecuentes (ziracina y quinupristina/dalfopristina); 3) la produccién de nuevas

clases de antimicrobianos (HMR3647, linezolida, eperezolida) (63).
La tabla 5 muestra informacién acerca de las prioridades en la seleccion de

farmacos especificos para tratar empiricamente las enfermedades

ocasionadas por S.aureus sensibles o resistentes a meticilina.
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Tabla 5. Antibidticos mas utilizados contra S. aureus.

S. aureus* -Primera | Segunda elecci6n'- [ - Tercera eleccion’::-

i - aleccidn DL : - s
Sensible a Nafcilina u Cefalosporina G1¢ Clindamicina®
meticilina Oxacilina o Vancomicina Eritromicina®
TMP-SZL +

Rifampicina*
Ciprofioxacina +
Rifampicina*

Resistente | Vancomicina® Ciprofioxacina + TMP-SZt +
a meticilina Rifampicina* Rifampicina*
CLAVES:

- =

1

2
3
4

Es conveniente realizar antibiogramas a todas las cepas.
Los farmacos de segunda y tercera eleccion: a) estan indicados en sujetos
hipersensibles a compuestos de mayor o igual eficacia; b) son
potenciaimente mas toxicos que los farmacos igualmente activos; c) son
menos propensos a producir una reaccion terapéutica deseada.

G1 se designa a las cefalosporinas de primera generacion.

No esta indicado en endocarditis, meningitis u otras infecciones del SNC.
La rifampicina es muy activa contra casi todas las cepas de S. aureus,
incluidas algunas de las que son resistentes a meticilina. La resistencia
surge con rapidez (mutacién de una etapa), por tal razon hay que utilizario
junto con otro farmaco activo.

La vancomicina es el anico antimicrobiano con eficacia probada para
tratar infecciones graves por MRSA.
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CONCLUSIONES

1. Los padecimientos ocasionados por este microorganismo se clasifican en

3 categorias: lesiones cutaneas, lesiones profundas y enfermedades

causadas por toxinas.

Entre las lesiones cutaneas aun destacan la furunculosis y el impétigo, si
bien las mas importantes son las contaminaciones de heridas

intrahospitalarias.

Las lesiones estafilocdccicas profundas son numerosas, si  bien
sobresalen la bacteremia, endocarditis, neumonia, osteomielitis y, desde
luego, la etapa posterior de las infecciones quirurgicas y las que afectan a

los tejidos quemados.

Las principales enfermedades ocasionadas por exotoxinas estafilocOccicas
son las numerosas intoxicaciones alimentarias; ello deriva de su frecuencia
porque, en cuanto a gravedad, son superadas por el SST, asociado al uso

de tampones superabsorbentes o a las cirugias nasales.
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Los métodos de laboratorio utilizados para la identificacion de S. aureus

abarcan a los de indole microbioldgica. serolégica y molecular.

Las técnicas microbiologicas de diagnoéstico contindan basandose en et
empleo de medios selectivos y en la realizacion de la prueba de la

coagulasa.

Entre los métodos moleculares empleados para detectar la presencia de
S. aureus, destaca el de la reaccién en cadena de la polimerasa; sin
embargo, ésta podria considerarse hasta como inconveniente, dado que
su elevado costo, el equipo requerido y la especializacion que necesitan
los analistas, contrastan notablemente con el rapido crecimiento de los
estafilococos en los medios comunes y con los escasos o nulos

problemas asociados a la prueba de la coagulasa.

El tratamiento mas eficaz contra las enfermedades ocasionadas por S.
aureus se desprende de la previa realizacion del antibiograma
correspondiente, debido a que actualmente este microorganismo es uno
de los que destacan por su multirresistencia; desafortunadamente, en el
ambiente intrahospitalario ya también existen cepas capaces de
neutralizar 1a accidén de la vancomicina, lo que obliga a trabajr mas

intensamente en el desarrollo de vacunas razonadas.



Los pocos avances terapéuticos recientes contra las estafilococcias se
han basado en las siguientes estrategias: 1) 1a modificacion quimica de
antibidticos ya conocidos, que ha dado origen at LY333328 y a ia
clinafloxacina; 2) ia reestructuracion y estudio de antimicrobianos de uso
infrecuente, tales como la ziracina y quinupristina/daifopristina; y 3) la
produccion de nuevas clases de antibacterianos (HMR3647, linezolida y

eperezolida).
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